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Einleitung

Das aktive Eindringen von Toxoplasmen in Wirtszellen sowie der Vorgang des aktiven
Wiederausdringens sind bekannte Phänomene, die mit Hilfe der Phasenkontrastmikro-
skopie nicht nur photographisch, sondern auch kinematographisch dokumerntiert wor-
den sind (1, 2, 3, 4).

Im Rahmen einer Originalarbeit wurde jetzt erstmals der Versuch unternommen, die
genannten Phänomene chronologisch anhand von transmissions- und rasterelektro-
nenmikroskopischen Aufnahmen zu dokumentieren. Ultramikroskopische Phänomene
von Toxoplasmen und Wirtszellen wurden mit den Vorgängen der Zellinvasion sowie
der fakultativen Zellevasion in Verbindung gebracht. Zur Verdeutlichung der beobacht-
baren Charakteristika erfolgte die Einteilung des Vorgangs in acht Phasen.

Material und Methoden

Wirtszellgewebe

Die Untersuchungen wurden in allen Fällen am Omentum majus der weißen Labor-
maus (Peritonealfibroblasten) durchgeführt. Verwendet wurde pro Präparat eine acht
bis zwölf Wochen alte Maus (Herkunft: Inzuchtstamm I der Versuchstierzucht Hanno-
ver, NMRI Stamm). Die Präparation des Omentum majus erfolgte steril unmittelbar
nach dem Töten der Maus durch Chloroform. Die einheitliche Zellplatte des Omentum
majus wurde sofort in eine mit Nährmedium (Eagels Basalmedium, 37° C mit 20% Käl-
berserum und 1 % Streptomycin-Penicillin-Refobacin) gefüllte Petrischale gegeben.

Toxoplasmen

Die Infektion des Omentum majus-Wirtszellgewebes erfolgte unmittelbar mit virulenten
Toxoplasmen des BK-Stammes (0,5 ml toxoplasmenhaltiges Peritonealexsudat,
Toxoplasmengehalt ca. 20 Mio./ml). Die Toxoplasmen wurden aus dem Peritonealex-
sudat einer 72 Stunden zuvor intraperitoneal infizierten weißen Labormaus durch ste-
rile Injektion von 2 ml isotoner Kochsalzlösung gewonnen.
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Transmissions- und Rasterelektronenmikroskopie

Die Präparate wurden in 2,5%igem Glutaraldehyd und 0,2 molarem Cacodylatpuffer
fixiert, anschließend in 0,1 molarem Cacodylatpuffer gewaschen. Die Nachfixierung
erfolgte in 2%igem Osmiumtetroxyd unter Zugabe von 0,2 molarem Cacodylatpuffer in
äquivalentem Mengenverhältnis für 1,5 Stunden. Im Anschluß wurden die Präparate in
0,1 molarem Cacodylatpuffer gewaschen.

Für die Transmissionselektronenmikroskopie wurde die Entwässerung der Präparate in
aufsteigender Alkoholreihe (50 -100%) durchgeführt. Anschließend wurden die Präpa-
rate in Araldit eingebettet. Mit Hilfe eines Diamantmessers wurden Ultradünnschnitte
auf dem Ultracut (Fa. Reichert) angefertigt. Diese wurden auf Kupfernetze gelegt und
mit 2%igem methanolischen Uranylazetat, dann mit Bleizitrat kontrastiert. Die Betrach-
tung erfolgte in einem Elektronenmikroskop EM-10 (Fa. Zeiss).

Die Präparate für die Rasterelektronenmikroskopie wurden analog den oben genann-
ten Präparaten fixiert, nachfixiert und gewaschen. Die Entwässerung erfolgte in aufstei-
gender Alkoholreihe (50 - 70%) und die Trocknung in einer Kritisch-Punkt-Trocknungs-
anlage (Fa. Polaron). Auf Präparathaltern fixiert wurden sie in einem Cool-Sputter-
Coater (Fa. Polaron) mit Gold-Palladium bedampft. Die Betrachtung erfolgte in einem
Novascan 30-Mikroskop.

Untersuchungsergebnisse und Diskussion

Die aktive Wirtszellwanddurchdringung von Toxoplasmen wurde in folgenden Phasen
raster- und transmissionselektronenmikroskopisch dokumentiert:

— Initiation
— Attachment
— Vorstülpung des Conoids — Impression der Wirtszellwand
— Sekretion des Penetration-Enhancing-Factors (PEF)
— Invagination der Wirtszellmembran
— Amöboide Deformation — Kontraktilität
— Inrazelluläre Lage — Durchqueren der Wirtszelle oder Bildung einer

parasitophoren Vakuole
— Aktives Ausdringen von Toxoplasma gondii aus der Wirtszelle — Ausbuchtung

der Wirtszellwand, Manschettenbildung durch die Wirtszelle

Die Phaseneinteilung geht in einzelnen Teilschritten auf WERK und BOMMER zurück,
ferner auf die graphischen Darstellungen von WERK sowie RONDANELLI et al. (3, 5,
6). Eine systematische Dokumentation der einzelnen Phasen einschließlich des aktiven
Ausdringens durch raster- und transmissionselektronenmikroskopische Aufnahmen
wurde bisher nicht veröffentlicht; hier erscheint diese Dokumentation anhand von
Auszügen aus dem photographischen Bildmaterial der Autorin (7). Toxoplasmen
besitzen sowohl die Fähigkeit, aktiv in ihre Wirtszellen einzudringen, als auch in einem
grundsätzlich gleichen Vorgang aktiv wieder auszudringen. Der Vorgang der Initiation
beinhaltet alle aktiven Leistungen von Toxoplasmen, die zur Kontaktaufnahme mit der
Wirtszelle führen. Dazu gehören rotierend-bohrende Bewegungen in der Längsachse,
vor allem durch Rotation des vorderen Drittels sowie die Ausrichtung mit dem vorderen
Parasitenpol zur Wirtszelloberfläche. Nach eigenen Beobachtungen der kinematogra-
phischen Aufnahmen von BOMMER et al. (2). verläuft diese schraubende Bewegung in
Längsrichtung meist gegen den Uhrzeigersinn (Richtungsverlauf: vom Beobachter
weg). Zur Erhaltung der Toxoplasmenbeweglichkeit müssen verschiedene physika-
lisch-chemische Grundbedingungen erfüllt sein (8, 9, 10), andernfalls wird der Bewe-
gungsvorgang abrupt abgebrochen. Alterationen der Wirtszelloberfläche, artifiziell
durch Verwendung von Membranstabilisatoren herbeigeführt, resultieren in einer
Behinderung des Invasionsvorgangs (3).
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Abb. 1:

Toxoplasma gondii auf Omentum majus (Peritonealfibroblasten, weiße Labormaus);
Übergang von der Phase der Initiation zur Phase des Attachment (REM)

Abbildung 1 stellt den Übergang von der Initiation zum Attachment dar. In der Phase
des Attachment nehmen Toxoplasmen mit ihrem vorderen Zellpol direkten Kontakt mit
der Wirtszelle entlang der Wirtszellmembran (1); ob dabei eine spezifische Rezeptorre-
gion gesucht wird, wie sie AIKAWA et al. postulieren, muß an dieser Stelle offengelas-
sen werden (18). MICHEL et al. sprechen in der Phase des Attachment von der Ausbil-
dung einer spezifischen Zell-Zellverbindung ("close junction") zwischen vorderem
Toxoplasmenpol und Wirtszelle in Form einer ringförmigen Kontaktzone (15).

In Abbildung 1 treten morphologisch die unter der Toxoplasmenpellicula liegenden
subpelliculären Mikrotubuli im Oberflächenrelief hervor. Nach NICHOLS und CHIAP-
PINO sowie RÜSSEL und SINDEN sind die 22 subpelliculären Miktrotubuli helixartig in
der Toxoplasmenlängsachse angeordnet und bilden in ihrer Gesamtheit das Zytoske-
lett von Toxoplasmen (11, 12). Die in Abbildung 1 beginnende Konoidprotrusion drückt
sich in einer Zuspitzung des vorderen Pols aus. Meiner Ansicht nach ist das morpholo-
gische Hervortreten der subpellikularen Mikrotubuli im Oberfächenrelief Ausdruck einer
vor allem im vorderen Toxoplasmendrittel stattfindenden zirkulären Kontraktion; dabei
wahren die „statischen " subpellikularen Mikrotubuli weitgehend die Körperform. Diese
zirkuläre Kontraktion könnte ferner die Konoidprotrusion unterstützen oder bedingen.
Als „organisches Korrelat" dieser postulierten zirkulären Kontraktionsfähigkeit im vor-
deren Toxoplasmendrittel kommen sowohl intrazytoplasmatische Mikrofilamentnetze
mit Verankerung in der Toxoplasmenpellikula in Betracht (12), als auch Mikronemata,
deren Funktion bisher nicht geklärt ist.

Bei Vorstülpung des Konoids mit Impression der Wirtszellwand ist die Ausbildung einer
spezifischen Zytoplasmaverbindung im Sinn einer "close junction" (15) zwischen äuße-
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Abb. 2

Abb. 3

Abb. 2 und 3: Aktiver Eindringprozeß von Toxoplasmen in Peritonealfibroblasten,
Phase der Invagination: Rotation des hinteren Toxoplasmenpols bei fixiertem intrazellulärem

voderen Pol (REM)
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Abb. 4: •'

Aktives Eindringen von Toxoplasma gondiiin die Wirtszelle,
Phase der Invagination; filopodienartige aktive Mitreaktion der Wirtszelle

(primär nicht phagozytierende Zellen des Omentum majus);
C = Conoid • R = Rhoptrie (TEM x 37.800)

rer Elementarmembran der Toxoplasmenpellicula und der Wirtszellmembran in den
von der Autorin untersuchten Präparaten morphologisch nicht sichtbar. Möglicherweise
könnten hier mit Hilfe der Gefrierätztechnik analog des Ansatzes von AIKAWA et al.
genauere Kenntnisse über eventuelle intramembranäre Strukturveränderungen im
Bereich der Kontaktzone gewonnen werden (18). Nach meinen Beobachtungen geht
die Konoidprotrusion im Eindringvorgang mit einer Impression der Wirtszellwand ein-
her. Beim aktiven Ausdringen kommt es analog zu einer Ausbuchtung der Wirtszell-
wand. Eine Ruptur der Wirtszellmembran durch die Konoidprotrusion kann von der
Autorin nicht bestätigt werden; auffällig war vielmehr eine pseudopodien- bzw. filopo-
dienartige Mitreaktion des Wirtszellgewebes während der Phasen der Impression und
der Invagination der Wirtszellwand. Dieses Phänomen der aktiven Mitreaktion von pri-
mär nicht phagozytierenden Zellen wurde ebenfalls von verschiedenen Autoren beob-
achtet (17, 18, 19, 20).
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Die von der Autorin im rasterelektronenmikroskopischen Bild gesehenen wulstigen
Strukturen zwischen vorderem Toxoplasmenpol und Wirtszellwand stellen möglicher-
weise das morphologische Substrat der chemisch-enzymatischen Auswirkung des von
LYCKE et al. postulierten "Penetration-Enhancing-Factor (PEF)" dar (21, 22). Bisher
ist die Frage ungeklärt, ob dieser sezernierte Faktor eine enzymatische Funktion zum
Erleichtern der aktiven mechanischen Invasion hat. Diskutiert wurde das Mitwirken
sezernierter Substanzen, speziell aus den Rhoptrien, an der Ausbildung der parasito-
phoren Vakuole im Sinn einer Hybridmembranbildung zusammen mit Wirtszellbestand-
teilen (23, 24, 25). Transmissionselektronenmikroskopisch finden sich deutliche Hin-
weise auf die Existenz eines oder mehrerer Sekretionsprodukte in Form von tubulären
oder blasenartigen Strukturen im Bereich des vorderen Toxoplasmenpols. In Überein-
stimmung mit NICHOLS et al. sowie PORCHET-HENNERE und NICHOLAS konnte die
Autorin elektronenoptisch leere oder tubuläre „Reste" enthaltende Vakuolen ebenfalls
im vorderen Toxoplasmendrittel beobachten (23, 25); die genannten Autoren interpre-
tieren sie als unvollständig entleerte Rhoptriensäcke. Die von mir gesehenen Vakuolen
mit enthaltenen tubulären Resten wiesen jedoch im Gegensatz dazu keine typische
Rhoptrienform auf.

Die Invagination der Wirtszellwand (Abb. 4) wird nach Beobachtungen der Autorin
durch rotierende Bewegungen des hinteren Toxoplasmenkörpers bei relativ fixiertem
vorderen Drittel erreicht; diese stellen ein wichtiges Charakteristikum dieser Phase dar.

Möglicherweise wird dieses Stadium der Invagination der Wirtszellwand zusammen mit
den Bewegungsmöglichkeiten des vorderen Toxoplasmenpols erreicht. Fähigkeiten zu
Rotation, Kippung, Extension sowie Retraktion des Konoids sowie die Drehbewegung
in der Längsachse wurden beschrieben (17).

Die Fähigkeiten zu amöboider Deformation von Toxoplasmen während des Durchdrin-
gens der Wirtszellwand wurde bereits im Phasenkontrastmikroskop von BOMMER et
al. beobachtet (1, 2). Meine Ergebnisse bestätigen dieses Phänomen der amöboiden
Deformation anhand transmisssionselektronenmikroskopischer Aufnahmen. In Abbil-
dung 5 fällt der in dieser Phase insgesamt stark wellenförmige Verlauf der Toxoplas-
menpellikula auf. Ich deute dieses Phänomen als Ausdruck der Fähigkeit zu Formver-
änderungen zur Überwindung von „Hindernissen".

RÜSSEL und SINDEN vermuten ein Mikrofilamentsystem als Grundlage der Bewe-
gungsfähigkeit der Kokzidien. Ihrer Meinung nach könnten kontraktile Mikrofilarnente
für Bewegungsvorgänge aufgebaut und dabei in der inneren Elementarmembran der
Pellikula verankert werden; andernfalls befänden sie sich depolymerisiert als Tubulin-
monomere im Zytosol (12). Im elektronenmikroskopischen Präparat können nach POL-
LARD (26) kontraktile Filamente, insbesondere Aktin, vom umgebenden Ergasto-
plasma nicht unterschieden werden. Intrazytoplasmatische Mikrotubuli könnten durch
ein modifiziertes Fixationsverfahren eventuell sichtbar gemacht werden (27). Mögli-
cherweise liegt hier die Ursache dafür, daß die immunologisch in Toxoplasmen nach-
weisbaren Aktin- und Myosinfilamente morphologisch im transmissionselektronenmi-
kroskopischen Präparat nicht sichtbar sind (28, 29, 30, 31).

Nach abgeschlossenem Eindringen und intrazellulärer Lage ergeben sich aus der rein
morphologischen Betrachtung der transmissionsmikroskopischen Schnitte zwei Mög-
lichkeiten:

Entweder die Toxoplasmen bleiben kurzzeitig in der Wirtszelle, durchqueren sie und
dringen wieder aus, oder sie verweilen intrazellulär z. B. zur Endodyogenie.

Im ersten Fall ist morphologisch kein Hinweis auf Ausbildung einer parasitophoren
Vakuole sichtbar; im zweiten Fall findet sich elektronendichtes Material zwischen
Toxoplasma und Wirtszelle. Deutlich abgrenzbar ist eine Membran im Sinn einer sich
bildenden parasitophoren Vakuole.
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Abb. 5:

Toxoplasma gondii: Fähigkeit zu amöboider Deformation;
wellenförmiger Verlauf der Toxoplasmenpellicula (TEM x 26.865)

Wenn Toxoplasma gondii aus der Wirtszelle ausdringt oder in eine Nachbarzelle ein-
dringt, folgt die Ausbuchtung der Wirtszellwand durch den vorderen Toxoplasmenzell-
pol (Abb. 6). Dieses Phänomen existiert als Analogon zur Impression der Wirtszellwand
beim Eindringvorgang. Die Abbildungen 7 und 8 zeigen Toxoplasmen, die mit ihrem
vorderen Zelldrittel bereits extrazellulär liegen. Die Wirtszelle bildet eine sogenannte
Manschette um den noch intrazellulär liegenden Toxoplasmenkörper. Diese Manschet-
tenbildung stellt möglicherweise das korrespondierende Phänomen zur Invagination
der Wirtszellwand im Eindringprozeß dar. Nach Ansicht der Autorin treten Toxoplas-
men unter rotierender Vorwärtsbewegung des bereits extrazellulär liegenden vorderen
Toxoplasmenpols aus der Wirtszelle aus.

Zusammenfassung

Die Vorgänge des aktiven Eindringens von Toxoplasmen in die Wirtszelle sowie des
aktiven Wiederausdringens wurden anhand transmissions- und rasterelektronenmikro-
skopischer Aufnahmen chronologisch dokumentiert. Nach der Initiation erfolgt in der
Phase des Attachment die Kontaktaufnahme mit der Wirtszelle. Die aktive Konoidpro-
trusion geht mit einer Zuspitzung des vorderen Pols sowie der Impression der Wirtszell-
wand einher. Fragliche tubuläre oder blasenartige Strukturen am vorderen Toxoplas-
menpol werfen die Frage auf, ob es sich um das morphologische Substrat des sezer-
nierten "Penetration-Enhancing-Factor" handelt. Dokumentiert wurde auch die Rota-
tion des hinteren Toxoplasmenpols um die Längsachse in der Phase der Invagination
der Wirtszellwand. Dokumentiert werden konnte ferner die amöboide Deformation von
Toxoplasmen während der aktiven Wirtzellpenetration, wie sie aus kinematographi-
schen Lebendbeobachtungen bekannt ist. Erstmals wird der Vorgang des aktiven Wie-
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Abb. 6:

Prozeß des aktiven Ausdringens,
Ausbuchtung der Wirtszellwand durch den voderen Toxoplasmenpol

(TEM X 59.700)

derausdringens der intrazellulären Toxoplasmen aus der Wirtszelle rasterelektronen-
mikroskopisch dokumentiert. Zunächst kommt es an der Ausdringungsstelle zu einer
Ausbuchtung der Wirtszellwand durch das Toxoplasmenkonoid. Dieses Phänomen
entspricht der Impression der Wirtszellwand durch Toxoplasmen während des Eindrin-
gens. Bei fortgeschrittenem Ausdringvorgang läßt sich die Bildung einer Zytoplasma-
manschette der Wirtszelle um den ausdringenden Parasiten dokumentieren. Beson-
dere Berücksichtigung findet die Frage der aktiven Bewegungsfähigkeit von Toxoplas-
men und die mögliche Zuordnung der Toxoplasmenmorphologie einschließlich der
Organellen und der ultramikroskopischen Feinstrukturen zum Bewegungsablauf.

Schlüsselwörter

Toxoplasma gondii, Elektronenmikroskopie, Wirtszellwanddurchdringung, aktives Aus-
dringen, Bewegungsablauf.
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Abb. 7

Abb 8

Abb. 7 und 8: Aktives Ausdringen von Toxoplasma gondii aus Omentum majus-Wirtszellen,
Manschettenbildung durch die Wirtszellen (REM)
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Summary

Electron microscopical investigations of penetration into and evasion
from host cells of Toxoplasma gondii.

Using transmission and scanning electron microscopy the process of active pene-
tration of Toxomplasma gondii as well as the evasion from the invaded cell was investi-
gated. Following the stage of initiation the parasite gets in attachment with the host cell.
Before penetration the parasite gets an apical shape by active protrusion of the conoid
while the host cell membrane is remarcably impressed. Tubular or vesicular structures
might be identified as the morphological substrate of the secretory "Penetration-
Enhancing-Factor". During the stage of host cell invagination the posterior pole of
Toxoplasma gondii is rotating around its longitudinal axis. Amoeboid deformation of
toxoplasma was documented during active host cell penetration as known from kine-
matographic live observations by phase contrast microscopy. Intracellular toxoplasma
cells evading the host cells were documented for the first time using scanning electron
microscopy: The first phenomenon is comparable to the transformation during inva-
sion. During evasion the host cell forms a cytoplasmic collar around the parasite. In
addition the question is discussed wether active motility of Toxoplasma gondii can be
related to special morphological structures or organelles within the parasite.

Key words

Toxoplasma gondii, elctron microscopy, penetration of the host cell membrane, active
evasion, details of motility.
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